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switchSENSE®	
  
How	
  does	
  switchSENSE	
  fit	
  into	
  the	
  toolbox	
  of	
  classical	
  

biophysical	
  methods?	
  

The	
  «	
  classics	
  	
  » 	
  gel	
  electrophoresis	
  (EMSA),	
  ELISA 	
  binding	
  y/n,	
  concentra<on	
  dep.	
  

SoluLon	
  methods 	
  ITC,	
  FP,	
  fluorescence,	
  thermal	
  shiE, 	
  kD	
  from	
  equilibrium	
  
	
   	
  stopped	
  flow,	
  affinity	
  chromatography 	
  TM,	
  kON	
  
	
   	
  (KinExA),	
  MST,	
  DSC,…	
  

Surface	
  biosensors 	
  SPR,	
  BLI,	
  waveguides,… 	
   	
  kON,	
  kOFF,	
  kD	
  from	
  kine<cs	
  
	
   	
  (refrac<ve	
  index	
  sensors) 	
   	
  kD	
  from	
  equilibrium	
  

Brownian	
  moLon 	
  DLS,	
  FCS,…	
   	
   	
   	
  diffusion	
  coeff.	
  &	
  Stokes	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
  diameter	
  

Structure 	
   	
  NMR,	
  XRD,	
  SAXS,… 	
   	
   	
  atomic	
  structure,	
  binding	
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switchSENSE®	
  



•  Context	
  :	
  Human	
  Double-­‐Strand	
  Break	
  Repair	
  Pathway	
  

•  InteracLon:	
  Ku70/Ku80	
  (recogni<on	
  step)	
  and	
  XLF	
  
(liga<on	
  step)	
  

Ku (open) 

XRCC4 

LIG4 

APLF 

L4	
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FHA	
  

A-­‐KBM	
  

XLF 

Ku (close) 

JB	
  Charbonnier	
  (I2BC,	
  CEA	
  Saclay)	
  
SPR,	
  ITC,	
  MST	
  



•  Conclusions:	
  Kine<cs	
  of	
  Ku-­‐DNA	
  and	
  Ku-­‐XLF	
  and	
  
mutants	
  

XLF(WT)	
  	
  kD	
  =	
  0.19	
  ±	
  0.07	
  μM	
  kON	
  	
  =	
  4.7	
  ±	
  1.7	
  105	
  M-­‐1s-­‐1	
  and	
  kOFF	
  =	
  9.1	
  ±	
  0.4	
  10-­‐2	
  s-­‐1	
  	
  
XLF(LW)	
  	
  	
  kD	
  =	
  0.45	
  ±	
  0.26	
  μM	
  kON	
  =	
  1.9	
  ±	
  1.1	
  105	
  M-­‐ -­‐1	
  and	
  kOFF	
  	
  =	
  8.4	
  ±	
  0.6	
  10-­‐2	
  s-­‐1	
  	
  
XLF(LE)	
  	
  	
  	
  	
  kD	
  =	
  0.98	
  ±	
  0.15	
  μM	
  kON	
  =	
  4.9	
  ±	
  0.5	
  104	
  M-­‐1s-­‐1	
  and	
  kOFF	
  =	
  4.8	
  ±	
  0.5	
  10-­‐2	
  s-­‐1	
  

•  Rapid	
  associaLon	
  and	
  
dissociaLon	
  

•  Change	
  in	
  fluorescence	
  
amplitude	
  upon	
  binding	
  	
  

PLENTY	
  OF	
  POSIBILITIES	
  FOR	
  DNA	
  BINDING	
  PROTEINS	
  



•  Context	
  :	
  	
  
Transforma<on	
  in	
  H	
  Pylori	
  
•  InteracLon:	
  	
  
ComH	
  (new	
  factor)	
  and	
  dsDNA	
  
or	
  ssDNA	
  (transforma<on	
  
products)	
  

P	
  Radicella,	
  P	
  Damke	
  (CEA,	
  Fontenay	
  aux	
  Roses)	
  

dsDNA	
  (18	
  bp)	
  
Kd=	
  212.6	
  ±	
  58.56	
  nM	
  
ssDNA	
  :	
  NA	
  

InteracLon	
  with	
  dsDNA,	
  
but	
  not	
  with	
  ssDNA	
  

EMSA	
  



dsDNA	
  

ssDNA	
  

switchSENSE®	
  

green ds DNA on the 
chip (NLA48+cNLA48) 
Protein	
  concentra<on:	
  
0,6nM	
  to	
  20nM	
  

red ss DNA on the 
chip DNA (NLB48) 
Protein	
  concentra<on:	
  
0,6nM	
  to	
  20nM	
  

TWO	
  EXPERIENCES	
  IN	
  A	
  SINGLE	
  RUN	
  



•  Context	
  :	
  Molecular	
  motors	
  in	
  Fast	
  Axonal	
  Transport	
  
•  InteracLon:	
  GAPDH	
  (ATP	
  produc<on)	
  and	
  KLCTPR6	
  

domain	
  of	
  Kinesin-­‐1	
  

J	
  Ménétrey,	
  PF	
  Varela	
  (I2BC,	
  CNRS	
  Gif	
  sur	
  YveQe)	
  
AUC,	
  ITC,	
  SEC-­‐MALS	
  
MST,	
  SPR	
  



HisGAPDH/HisKLCTPR6	
  

HisKLCTPR6/HisGAPDH	
  

KineLcs	
  triplicate	
  low	
  
&	
  high	
  	
  concentraLon	
  
	
  (µM)	
  

KineLcs	
  LtraLon	
  +	
  
Zero	
  subtracLon	
  	
  
(µM)	
  

His-­‐KLC	
  /	
  GAPDH	
   1.39	
  ±	
  0.04	
   3.48	
  ±	
  0.09	
  

His-­‐GAPDH/	
  KLC	
   0.25	
  ±	
  0.01	
   4.21	
  ±	
  0.19	
  

CUSTOMIZABLE	
  TO	
  TARGET	
  TYPE,	
  SCIENTIFIC	
  QUESTION	
  



MICROCALORIMETRY	
  

SECMALS	
  

SPR	
  
MST	
   AUC-­‐FDS	
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